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論文内容要旨
 生体内で多様な働きを行う重要な化合物群であるイソプレノイドは,様々な鎖長に対応したプレニル
 鎖延長酵素によって生合成される直鎖プレニル』リン酸を経て,合成される。この鎖延長反応では,ア
 リル性基質の1一位の炭素と,イソペンテニルニリン酸(IPP)の4一位の炭素間との縮合によって,C-C結合
 が形成される。なお,プレニル鎖延長酵素は,生成物の二重結合の立体配'置によって"刃η～一型と酷一型とに
 友別される。
 cls一型プレニル鎖延長酵素であるウンデカプレニルニリン酸(UPP)合成酵索は,炭素数!5の(EE〕一ファル
 ・シル.ニリン酸(FPP)に炭素数5のIPP8分子をc1～一型に順次縮合して,炭素数55のUPPを生成する反応を触
 媒する。1998年に当研究室において,Mlclooocα's1['fα'3B-P26由来UPP合成酵素がc15一型プレニル鎖延長
 酵素として初めてクローニングされ,引き続いて2001年にはX線結晶構造解析によって立体構造が初めて
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 明らかにされたが,これらは既知である'1η∫推型プレニル鎖延長酵素のものとは大きく異なっている。こ
 の事は,c癌型プレニル鎖延長酵素の基質認識様式や反応機構が,既に様々な研究の結果明らかにされて
 いる'π'ηs一型酵素の場合とは根本的に異なる事を示唆している。
 第1章では,アリル性基質認識部位に関する情報を得るために,ランダム変異導入から得られた情報
 に基づき,部位特異的変異酵素を調製し,速度論的パラメータを求め,基質認、識および反応機構に関す
 る考察を行った結果を述べている。
 UPP合成酵素の基質認識や触媒機構に関与しているアミノ酸残基の探索のために,ランダム変異導入実
 験を行った。その結果,ASl177,Trp78の点変異により酵素活性が大きく低下することがわかった。これ
 らのアミノ酸残基の部位特異的変異導入酵素を調製し,FPPに対する速度論的パラメータを求めて野生型
 酵素の値と比較した。ASl177を他のアミノ酸で肯換したところκ、、値が大きく低下したことから,このアミ
 ノ酸残基が,反応機構に重要な役割を・果たしていると考えられる。一方,Trp78を他のアミノ酸で置換し
 たところκ、、1値が増大した。疎水性アミノ酸で置換した酵素と比較して極性アミノ酸で置換した酵素のほ
 うがより大きなκ1,,値を示したことから,UPP合成酵素のアリル性基質認、識には疎水的相互作用が関与す
 ると考えられる。またこれらの残基は,結晶構造解析では位鴛を特定できなかったことから,構造的に
 非常にフレキシビリティに富んだ領域であると予想される。
 第2章では,X線結晶構造解析により明らかにされた立体構造から得られた情報に基づき,部位特異
 的変異酵素を調製し,速度論的パラメータを求め,基質認識および反応機構に関する考察を行った結果
 を述べている。
 UPP合成酵素の立体構造中には,StructuralP-ioopと呼ばれるモチーフ構造が存在することが明らかにな
 った。このモチーフの近傍には,主に疎水性アミノ酸残基で構成された大きなくぼみが存在する。また,
 このStrllcturalP-loopには,結晶化に用いた硫酸イオンが結合していた。硫酸イオンはアリル性基質である
 FPPに対する競争阻害剤となることがわかった。以上から,アリル性基質のニリン酸部分は,StructuralP-
 loopで認識されることが示唆された。そこで,StructuralP-loopをll薄成するアミノ酸残基をターゲットとし
 た部位特異的変異導入酵素を調製し,速度論的パラメータを求め,これらのアミノ酸残基の役割につい
 て検討した。その結果,Asp29,Arg33の変異酵素では,野生型酵素と比較してk、。、、値が大きく低下した⊂,
 さらに,Arg33の変異酵素では,アリル性基質に対'するκ1,値が増大した。これらの残基はアリル性基質の
 認識や反応機構に重要な役割を果たしていると考えられる。また,StructumlP-loopを1韓成しているGly32,
 Arg42の変異酵素の解析から,2つの残基の相補性が,ニリン酸の認識において重要であることが示され
 た。
 第3章では,幾つかの基質アナログを用いた解析によって,アリル性基質FPPと,FPPにIPPが縮合して
 生成する中間体とでは,基質認識に違いが見られることを示している。
 幾つかの部位特異的変異導入酵素において,FPPにIPPが一つ。五～一型に縮合した(ZEE)一ゲラニルゲラニル
 ニリン酸(Z.GGPP)をアリル性基質として用いてκ,、,値を求めたところ,FPPを用いた場合と比較して,κ1,,
 値が大きく異なるという結果が得られた。そこで,3位にメチル基のないアリル性基質アナログである
 (E,E)一3一デスメチルFPP,(ZEの一3一デスメチルGGPPを用いて,アリル性基質に対する阻害効果を検討した
 ところ,それぞれ,FPPに対してとZ-GGPPに対してでは,阻害様式が異なる結果が得られた。また,抗
 菌効果があることが知られている生薬について,UPP合成酵素反応の阻害効果を検討し,阻.害効果を示す
 有効成分を特定した結果,それが不飽和脂肪酸類であることが分かったことから,脂肪酸類のUPP合成酵
 素に対する阻害効果を検討し,その結果,幾つかの脂肪酸について,FPPとZ-GGPPとでは基質認識の様
 式が大きく異なることを示した。
 さらに,UPP合成酵素の基質認識部位を光照射により標識するようデザインされたフォトアフィニティ
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 ラベリング言it薬が,僻合麟素の顧となることを明らカ・にし、光鮒によるアリル性装置鑑識部脚
 標識を試みた。
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 論文審査の結果の要旨
 天然に著しい構造多様性を示して存在するイソプレノイドの炭素骨格は,プレニルトランスフェラー
 ゼと総称される,プレニル鎖延長酵素によって合成される。この酵素反応はアリル性プレニルニリン酸
 にイソペンテニルニリン酸(IPP)を重合的に縮合するプレニル鎖延長反応であるが,IPPの縮合の度に形
 成される二重結合がトランスとなる反応を触媒するE型プレニル鎖延長酵素とシスとなるZ型プレニル鎖
 延長酵素とに大別される。本論文は未だ研究の進んでいなかったZ型プレニル鎖延長酵素の基質認識機構
 に関する分子レベルでの反応機構解明研究の発端となるものである。
 著者はまず,多型プレニル鎖延長酵素の!種,ウンデカプレニルニリン酸合成酵素にランダム変異を
 導入し,ASl177またはTrp78の点変位が酵素活性発現に多大な影響を及ぼすことを見出し,これらのアミ
 ノ酸残基の特異的変位酵素を作製して,この酵素のアリル性基質の認識機構には疎水的相互作用が重要
 であり,これらの残基は基質の結合に直接関わる可動性の領域上にあることを示した。
 次に酵素のX線結晶構造解析より,アリル性基質のニリン酸部の結合部位と予想されるSt1・ucturalP-loopモ
 チーフが実際にアリル性基質の認識に関与することを証明し,このモチーフを構成しているG!y32と,そ
 の近傍に位置して相補的役割を持つことが予想されるArg42について,これらの残基の相補性がニリン酸
 の認識機構に重要であることを示した。
 さらにこれらの変異体についての速度論的解析より,ファルネシルニリン酸(FPP)に1分子のIPPが縮合
 した(ZE,E)一ゲラニルゲラニルニリン酸(ZGGPP)の見かけのκ、、1値がFPPのそれと大きく異なることから,
 FPPにIPPが縮合してZ-GGPPが合成されると,このアリル性基質中間体の結合部位はFPPとは異なる部位
 であることを推定し,強力な拮抗阻害剤となる基質ホモログ,3-desmethy1-FPP,および3-desmethyl-Z-
 GGPPを合成して,それらの阻害様式が全く違うことを証明した。
 本研究は著者が自立して研究活動を行うに必要な高度の研究能力と学識を有することを示している。
 したがって,藤倉慶太郎提山の論文は,博士(理学)の学位論文として合格と認める。
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